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Haufig wird die Expression von Fremdgenen in 
eukaryontischen Zellen durch virale Promotoren gesteuert, 
da sich die sogenannten "long terminal repeat elements" von 
Retroviren, oder der "immediate/early promotor" des 
Cytomegalievirus als sehr wirksanie Promotoren 
herausgestellt haben. 

Es hat sich allerdings herausgestellt, da/3 virale 
Promotoren keine lang andauernde Expression von Transgenen 
ermoglichen, da diese Promotoren von der Wirtszelle 
verhaltnismaflig schnell "abgeschaltet " werden. Dies kann 
moglicherweise durch Hypermethylierung der Promotorregion 
erfolgen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein 
Nucleinsaurekonstrukt zur Verfiigung zu stellen, das in 
eukaryotischen Zellen eine lang andauernde, ausreichende 
Expression von Transgenen ermoglicht, die in bevorzugter 
Ausf uhrungsf orm regulierbar ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher 
Nucleinsaurekonstrukte, die zur Expression eines Fremdgens 
in einer Wirtszelle geeignet ist f die folgende Komponenten 
aufweisen: 

(a) wenigstens einen Teil eines Promoters, der einera 
wirtsverwandten, konstitutiv aktiven Promoter 
entspricht , 

(b) wenigstens eine Bindungss telle fur einen Transkrip- 
tionsf aktor, 

(c) wenigstens ein Transgen und 

(d) wenigstens ein Gen kodierend fur einen Transkriptions- 
faktor, der an die Bindungsstelle fur einen Trans- 
kript ions f aktor (b) binden kann. 
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Unter dem Begriff "Nucleinsaurekonstrukt " wird eine 
Anordnung von verschiedenen Komponenten verstanden, die aus 
Nucleinsaure, insbesondere aus DNA bestehen. Die 
Komponenten der erf indungsgemafien Nucleinsaurekonstrukte 
wirken funktionell aufeinander ein und ermoglichen die 
Expression eines Transgenes unter kontrollierten 
Bedingungen. Die einzelnen Komponenten der 

erfindungsgemaflen Nucleinsaurekonstrukte kdnnen sich 
bevorzugt auf einem Nucleinsaurekonstrukt befinden oder sia 
konnen auf zwei oder mehreren Konstrukten verteilt sein. 
voraussetzung ist allerdings, daJ3 sich im letztgenannten 
Fall die einzelnen Nucleinsaurekonstrukte in einer Zelle 
befinden. 

Die erfindungsgemafien Nucleinsaurekonstrukte werden zur 
Expression eines Fremdgens in einer Wirtszelle verwendet. 
Unter dem Begriff Fremdgen" oder auch "Transgen" wird im 
Sinne der vorliegenden Erfindung ein Gen verstanden, das 
fur ein Genprodukt kodiert, das nach seiner Expression 
bestimmte Wirkungen verursacht. Bevorzugt handelt es sich 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung bei den Transgenen urn 
solche Gene, die fur Cytokine kodieren. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung umfafit der Begriff Cytokine eine 
Gruppe von immunomodulatorischen Proteinen, die auch 
immunotransmitter genannt werden. Die Cytokine agieren als 
humorale Regulatoren, die die funktionellen Aktivitaten 
bestimrater Zellen regeln. Der Begriff '-Cytokine" umfafit die 
Interleukine, Interferone und koloniestimulierenden 
Faktoren. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind die 
koloniestimulierenden Faktoren, insbesondere G-CSF 
(Granolozytenkolonie-stimulierender Faktor) besonders 

bevorzugt. 

Bei den erf indungsgemafien Nucleinsaurekonstrukten wird die 
Expression dadurch erhoht, dafl an geeigneter Stelle in dem 
Promotor wenigstens eine Bindungsstelle fiir einen 
Transkriptions faktor eingebaut wird. Das fiir den 
Transkriptionsfaktor kodierende Gen ist stromabwarts des 
Promoters angeordnet und wird von diesera gesteuert. Die 
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(d) ein chimares Gen kodierend fur einen Repressor, der an 
die Bindungsstelle fur einen Repressor (b) binden 
kann, fusioniert mit wenigstens einem Teil eines 
Transaktivierungsfaktors . 

An den f unktionelien Teil des Pronators 1st dann eine 
Bindungsstelle fur einen Repressor gekoppelt. Diese 
Bindungsstelle kann sich bevorzugt innerhalb des Promotors 
befinden. Weiterhin beinhaltet das Nucleinsaurekonstrukt 
ein chimares Gen, das fur einen Repressor, der an die 
Bindungsstelle fur den Repressor binden kann, kodiert. 
weiterhin beinhaltet das chimare Gen ein Gen fur einen 
Transaktivierungsfaktor. Wenn das Substrat, fur das der 
Repressor spezifisch ist, vorhanden ist, bindet das chimare 
Genprodukt rait dem Substrat und dadurch wird eine Bindung 
an die Bindungsstelle fur den Repressor verhindert. Ist 
aber das Substrat in der Zelle nicht vorhanden, bindet der 
Repressor an die Bindungsstelle fur den Repressor. Die 
Erhohung der Expression wird dann durch den anderen Teil 
des chimaren Genprodukts , namiich den 

Transaktivierungsfaktor bewirkt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist ein bevorzugtes 
Regulationssystem das Tetracyclinrepressorsystem, das aus 
dem Transposon 10 von E.coli herstammt. 

in diesem Fall ist das regulierende Substrat Tetracyclin. 
Sofern Tetracyclin in der Zelle vorhanden ist, erfolgt eine 
Bindung zwischen Repressor und Tetracyclin und das chimare 
Genprodukt kann nicht an den tet-Operator binden. Dadurch 
wird die Transkription nicht erhoht. Wenn kein Tetracyclin 
in der Zelle vorhanden ist, kann das Produkt des chimaren 
Gens an den tet-Operator binden und eine Erhohung der 
Transkription, die zu einer Steigerung der Expression 
fuhrt, erfolgt iiber das VP 16 -Protein des Herpes Simplex 
Virus . 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form der vorliegenden 
Erfindung ist die Bindungsstelle fur den Repressor (b) der 
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tet-Operator, der in besonders bevorzugter Ausf iihrungsf orm 
mehrmals in tandemartiger Anordnung vorhanden ist. 

In einer anderen bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist zwischen 
dem Transgen (c) und dem Gen kodierend fur den 
Transkriptionsfaktor oder dem chimaren Gen (d) eine 
Internal Ribosome Entry Sequence (IRES) angeordnet, wobei 
die IRES des Encephalomyocarditis-Virus besonders bevorzugt 
ist . 

In bevorzugter Ausf iihrungsf orm handelt es sich bei dem Gen, 
das fur einen Transkriptionsfaktor kodiert urn ein 
entsprechendes vom Menschen abstammendes Gen. Als 
geeignetes Gen fur den Transkriptionsfaktor kann das Gen 
fur GAT A- 1 als Transkriptionsfaktor genannt werden, das an 
die Bindungssequenz (b) GATA bindet. Dieses Gen ist von 
Evans et al. in Mol . Cell. Biol., 11 (1991) S. 843-853 
beschrieben. Ein anderer geeigneter Transkriptionsfaktor 
hat die Bezeichnung HNF3 und ist von Hafenrichter et al . in 
Blood 84 (1994), S. 3394-3404 beschrieben. Dieser 
Transkriptionsfaktor bindet an die Bindungssequenz 

GCTCCAGGGAATGTTTGTTCTTAAATACCATGCT . 

Dieses Gen fur den Transkriptionsfaktor kann auch Teil 
eines chimaren Gens sein, wobei der andere Teil des 
chimaren Gens fur einen Repressor kodiert, der an die 
Bindungss telle (b) binden kann. Ein Beispiel fur diesen 
Repressor ware der Tetracyclinrepressor des Transposons 10 
von E. coli oder ein anderer Repressor, der durch ein 
Medikament, bevorzugt ein Antibiotikum reguliert werden 
kann. Die Bindungsstelle (b) in dem Nucleinsaurekonstrukt 
mufi dann so gestaltet sein, dafi der Transkriptionsfaktor 
oder das Produkt des chimaren Gens an die Bindungsstelle 
binden kann. 

Erf indungsgemafi weisen die Nucleinsaurekonstrukte einen 
wirtszellverwandten, konstitutiv aktiven Promotor 

( "housekeeping-promotor" ) auf, der entweder von dem Wirt 
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selbst oder einer nah verwandten Spezies stammt. Bevorzugt 
handelt es sich bei dem wirtszellverwandten Promotor urn den 
menschlichen fl-Actinpromotor . 

Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist, dafi der 
Teil des chimaren Gens (d), der fur einen Repressor 
kodiert, der an die Bindungsstelle (b) binden kann, der 
Tetracyclinrepressor des Transposon 10 von E.coli ist. 
Hieran fusioniert ist bevorzugt der Teil eines Gens , der 
fur einen Transaktivierungsf aktor kodiert, wie 
beispielsweise das VP16-Protein des Herpes Simplex Virus. 

In der Regel sind die einzelnen Komponenten (a), (b), (c) 
und (d) in 5'- zu 3'-Richtung auf dem Polynucleotid 
angeordnet . 

Bei den erf indungsgemafien Nucleinsaurekonstrukten handelt 
es sich in der Regel urn nackte transf izierbare DNA oder urn 
Plasmidvektoren . Besonders vorteilhaft bei den 
erf indungsgemafien Nucleinsaurekonstrukten ist, dafl eine 
Expression in den Wirtszellen erreichbar ist, auch wenn die 
Konstrukte nicht in Form eines viralen, insbesondere 
retroviralen Vektors vorliegen. Der Einsatz von viralen 
Vektoren ist bei der Gentherapie aufgrund der 
unvorhersehbaren Risiken weniger bevorzugt. 

Verwendet werden konnen die Vektoren oder auch 
entsprechende Nucleinsaurekonstrukte ohne 

Replikationsursprung zur Transformation einer 

eukaryotischen Wirtszelle, insbesondere von humanen Zellen 
wie Blutstairanzellen. 

Durch die erf indungsgemaBen Nucleinsaurekonstrukte kann die 
Expression eines in die Zelle eingefiihrten Fremdgenes iiber 
lange Zeit beibehalten werden, da keine Abschaltung der 
Expression durch die Wirtszelle erfolgt. Die vorliegende 
Erfindung wird durch die anliegenden Figuren naher 
erlautert : 
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Figur 1 A zeigt schematisch monocistronische G-CSF 
Expressionskonstrukte. Alle Plasraide beruhen auf 
pBluescript. fl-Actin stellt den Promotor des menschlichen 
fl-Actingens dar. CMV stellt den Immediate-Early Promotor 
von CMV (Cytomegalievirus) dar. G-CSF stellt menschliche G- 
CSF cDNA dar. TATA bedeutet die TATA- Box. polyA bedeutet 
das kleine Intron und Polyadenylierungssignal des Virus 
5V40. tetO bedeutet Tandem-tet-Operatoren . Durch Insertion 
von tetO Trimeren bei den angegebenen Positionen im 
Verhaltnis zu der TATA box in pBAC.GCSF wurden die 
Konstrukte pflACPl .GCSF, pfiACP2,GCSF und pfiACX.GCSF erzeugt. 

Figur 1 B stellt einen Vergleich der Einf iigungsstellen der 
tet-Operatorsequenzen innerhalb des menschlichen Ji- 
Actinpromotors dar- Die tetO Trimere wurden bei den in 
Figur 1 A angegebenen Restriktionsstellen eingesetzt. Die 
entsprechenden Expressionskonstrukte wurden transient in 
KMST-6 Zellen exprimiert . G-CSF-Konzentrationen in den 
Uberstanden wurden 4 8 Stunden nach Trans fektion durch 
ELISA-Test gemessen. 

Figur 2 stellt eine schematische Darstellung der 
dicistronischen Konstrukte dar. Alle Plasmide beruhen auf 
pBluescript. Die Abkiirzungen haben die oben angegebene 
Bedeutung. IRES bedeutet Internal Ribosome Entry Sequence 
(des Encephalomyocarditis-Virus) und tetR/VP16 bedeutet 
chimarer Transkriptionsaktivator mit dem tet-Repressor und 
der VP16-Aktivitat . 



Figur 3 zeigt die Kinetiken von Tetracyclin-induzierter 
Aktivierung und Repression der G-CSF-Produktion in Balb 3T3 
Klonen, die stabil trans fiziert wurden mit 
ptetOtata.GCSF.iresTTAS (ein Klon) und pBACP2 . GCSF . iresTTA 
( zwei Klone) . Die Zellen wurden eine Woche ohne (tet~ 
Zellen) und mit (tet+Zellen) 0,1 ng/ml Tetracyclin 
kultiviert. Am Tag 0 wurden die Zellen parallel in 
Zellkulturf laschen ausgesat. An jedem der Tage 0, 1, 2, 3 
und 4 wurde das Medium von einem Aliquot der tet + Zellen 
ersetzt durch Medium ohne tet (Of f-On-Kinetik) und das 
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Medium von einem Aliquot der tefZellen wurde ersetzt durch 
Medium, das 0,1 ng/ml Tetracyclin enthielt (On-Off- 
Kinetik) . Die entsprechenden Medien wurden am Tag 4 
erneuert und G-CSF-Konzentrationen in den Uberstanden 
wurden am Tag 5 durch ELISA gemessen. Auf die Unterschiede 
in den G-CSF-Skalen der Figuren darf hingewiesen werden. 

Figur 4 zeigt Tabelle 1, die einen Vergleich der 
verschiedenen Promotoren bei transienter Expression von G- 
CSF in KMST-6 Zellen ermoglicht. Ein Expressionsplasmid fiir 
tetR/VP16 (pUHD 15-1) oder ein Kontrollplasmid (pSP65) 
wurde durch kationische Lipofektion kotransf iziert mit dem 
angegebenen G-CSF-Plasmid in einem 1:1 ( Gewicht/Gewicht ) - 
Verhaltnis. Die G-CSF-Konzentrationen in dem 

Kulturiiberstanden wurden in Abwesenheit oder Anwesenheit 
von 0,1 ng/ml Tetracyclin 4 8 Stunden nach Transfektion mit 
ELISA gemessen. Die angegebenen Werte entsprechen 
Durchschnittswerten von neuen Bestimmungen in ng/ml (± 
Standardabweichung) . 

Figur 5 zeigt Tabelle 2, die einen Vergleich der 
verschiedenen Konstrukte bei transienter Expression von G- 
CSF in KMST-6 Zellen ermoglicht. Equimolare Mengen der 
Plasmide wurden durch kationische Lipofektion transf iziert . 
Geeignete Mengen des Kontrollplasmids (pSP65) wurden 
zugegeben zu pfiAC.GCSF und pCMV.GCSF, urn sicherzustellen, 
da/3 entsprechende DNA-Mengen in jedem Transf ektionskomplex 
vorhanden waren. Die G-CSF-Konzentrationen in den 
Kulturiiberstanden in Abwesenheit oder Anwesenheit von 0,1 
ng/ml Tetracyclin wurden 48 Stunden nach Transfektion mit 
ELISA-Technik gemessen. Die Werte entsprechen 
Durchschnittswerten von neuen Bestimmungen in ng/ml ( t 
Standardabweichung) . 

Figur 6 zeigt Tabelle 3, die einen Vergleich der 
verschiedenen Konstruktionen fiir die stabile Expression von 
G-CSF in Balb3T3-Zellen ermoglicht. Ein Expressionsplasmid 
fur Neo r ( placOSTHNeo ) wurde durch kationische Lipofektion 
kotransf iziert mit dem angegebenen G-CSF-Plasmid in einem 
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1:9 Verhaltnis. Stabil trans fizierte Zellen wurden durch 
Zugabe von 1 rag/ml G418 zu dem Kulturmedium selektioniert . 
Individuelle Kolonien wurden isoliert und expandiert. G- 
CSF-Konzentrationen von sieben unabhangigen Klonen fur 
jedes G-CSF-Expressionsplasmid wurden gemessen in 
definierten Kulturliberstanden in Abwesenheit oder 
Anwesenheit von 0,1 ng/ml Tetracyclic Die Werte stellen 
Mittelwerte in ng/10 6 Zellen x 24 Stunden (± 
Standardabweichung) dar. Statistisch signifikante 
Unterschiede wurden durch den Wilcoxon's Rank Sum Test 
zwischen den mit Index markierten Werten f estgestellt . Die 
entsprechenden p-Werte waren 1 p<0 f 001 / 2 p<0,05, 3 p<0,01. 

Figur 7 zeigt einen Vergleich der Expression eines 
erf indungsgemaflen Vektors (dargestellt durch ausgefiillte 
Kreise) im Verhaltnis zu einem entsprechenden 
Vergleichskonstrukt (offene Kreise). Durch das 
erf indungsgemaiie Nucleinsaurekonstrukt wird rekombinantes 
humanes G-CSF in Mausen exprimiert und das Ausmafl der 
Expression wird gemessen durch den Anstieg der Leukozyten. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachf olgenden 
Beispiele naher erlautert: 

Beispiel 1 

Bereitstellung der Ausgangsniaterialien 

Der menschliche B-Aktinpromotor wurde von einem Plasmid 
iibernommen f das den fi-Aktinpromotor in einem 2,9 kb Sal I - 
Sac I Fragment enthielt. Die fur G-CSF kodierende cDNA 
wurde durch RT-PCR-Amplif ikation von RNA gewonnen, die von 
Lipopolysaccharid-stimulierten peripheren mononuclearen 
Blutzellen extrahiert wurde (die Plasmide pUHD 15-1 und 
pUHC 13-3 wurden hergestellt gemaB Gossen und Bujard (PNAS 
[1992], S. 5547-5551). Die IRES-Sequenz von 

Encephalomyocarditis-Virus 1st beispielsweise in Zimmermann 
et al. (Virology [1994], S. 356-372) beschrieben. 
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Die Mause Balb3T3-Fibroblasten wurden von der ATCC 
erhalten. Die immortalisierten menschlichen Fibrobiasten 
Zellinien KMST-6 wurde von Namba et al . beschrieben 
( Int. J. Cancer [1985], S. 275-280). Die Zellinien wurden in 
Dulbecco's modif iziertem Eagle's Medium mit hohem 
Glucosegehalt kultiviert, das mit 10 % fotalem Kalberserum, 
2 mM Glutamin, 2 mM Natriumpyruvat und 50 ^ig/ml Gentamycin 
erganzt wurde . 

Fiir die Trans fektionen wurden die Plasmide durch 
Anionenaustauschchromatographie gereinigt . Verbleibende 
Kontaminierungen mit Endotoxin wurden durch Behandlung mit 
Polymyxin B entfernt. Fiir eine Standardtransf ektion wurden 
10 5 Zellen in 35 mm Platten ausplattiert . Am 
darauf folgenden Tag wurden 2 \xg Plasmid DNA komplexiert mit 
6 >il des kationischen Lipof ektionsmittels DOSPA/DOPE zu den 
Zellen zugegeben, und zwar unter serumfreien Bedingungen 
fiir 30 Minuten. Fiir stabile Trans fektionsexperimente wurden 
die Plasmide linearisiert durch Schnitt mit dem 
Restriktionsenzym Sea I. Eine Mischung von 1,8 Mg des 
Testplasmids und 0,2 yiq von placOSTHNeo wurden in dem 
Lipof ektionskomplex zusammengegeben. Urn stabile 

transf izierte Zellen zu selektieren, wurde G418 von Gibco 
zum Kulturmedium 48 Stunden nach Transfektion zugegeben, 
wobei fiir die KMST-6 Zellen 0,5 ^xg/ml und fiir die Balb3T3- 
Zellen 1 ^g/ml eingesetzt wurde. 

Die Bestimmung der G-CSF-Konzentrationen in den 
Kulturiiberstanden wurde unter Verwendung eines kommerziell 
erhaltlichen ELISA-Tests durchgef iihrt . Bei transienten 
Expressionsexperimenten wurden die Uberstande 48 Stunden 
nach Transfektion gesammelt. Um definierte Oberstande der 
stabil transf izierten Klone zu erzeugen, wurden 2,5 x 10^ 
Zellen in 25 cm 2 Zellkulturf laschen ausgesat. Nach 48 
Stunden wurde das Medium vollstandig erneuert und nach 
weiteren 24 Stunden gesammelt. Zu diesem Zeitpunkt wurden 
die Zellen trypsinisiert und gezahlt. Der Wilcoxon's Rank 
Sum Test wurde fiir die statistische Analyse verwendet. 
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Menschliches G-CSF war in Uberstanden von nicht 
trans f izierten KMST- und Balb3T3-Zellen nicht nachweisbar. 



Beispiel 2 

Das Plasmid pCMV.GCSF, dargesteilt in Figur 1 A beruht auf 
pBluescript II KS ( Stratagene , La Jolla, CA) und enthalt 
die menschliche G-CSF cDNA unter der Kontrolle des 
Immediate /Early Promotors von CMV und ein 
Poiyadenylierungssignal , das von SV40 stammt . Der CMV- 
Promotor (Kontrolle) wurde ersetzt durch den menschlichen 
fl-Aktin-Promotor (erf indungsgemafi) oder den minimalen 
Promotor mit tetO, urn pflAC.GCSF und ptetOtata . GCSF zu 
erhalten. Mit Hilfe einer zweischrittigen PCR-Technologie 
wurde das 11. ATG Kodon der EMCV IRES von pSport/PV/2/5 ' - 
Aat fusioniert an das Translationsinitiationskodon der 
tetR/VP16 cDNA von pUHD 15-1. Alle mit Hilfe der PCR- 
Technologie erzeugten Fragmente wurden durch DNA- 
Sequenz ierung iiberpriif t . 



Beispiel 3 

In einer ersten Experimentserie wurde versucht f eine Stelle 
innerhalb des menschlichen J5-Aktin-Promotors zu 
identif izieren, die eine Insertion des tet-Operators (tetO) 
ermoglichen wurde, ohne die Grundpromotoraktivitat 
wesentlich zu beeintrachtigen . Tandem tetO Sequenzen wurden 
durch PCR-Amplifikation des tetO Heptamers aus dem Plasmid 
pUHC 13-3 mit tetO-spezif ischen Primern erhalten^ wobei Pst 
I oder Xho I Restriktionsstellen an beiden Enden der PCR- 
Produkte zugefiigt wurden. Die Polyacrylamid- 

Gelelektrophorese der PCR-Produkte zeigte eine Leiter von 
tetO-Concatameren. tetO-Trimere wurden aus dem Gel 
ausgeschnitten und an den Pst I-Stellen an Position -423 
und -1663 beziiglich der TATA Box oder an einer Xho I-Stelle 
an Position -23 eingesetzt. Diese modif izierten Promotoren 
wurden dann in pflAC.GCSF kloniert anstelle des 
unmodif izierten B-Aktin-Promotors . Dies ist in Figur 1 A 
gezeigt. Die transiente Expression dieser Plasmide in KMST- 
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6 Zellen identif izierte die Insertion des tetO-Trimers an 
der Pst I-Stelle an Position -423 (pflACP2 .GCSF) als eine 
Anordnung, die 85 % der grundlegenden Promotoraktivitat 
beibehielt. Dies ist in Figur 1 B gezeigt. Insertionen an 
anderen Stellen oder die Verwendung von tetO-Hexameren 
fiihrte zu einer wenigstens 65 %igen Reduktion der 
Promotoraktivitat (Figur 1 B) . 

Beispiel 4 

Urn die Funktion der tetO-Sequenzen innerhalb des fl-Aktin- 
Promotors von pflACP2 . GCSF zu testen wurden 
Kotransfektionsexperimente von G-CSF-Expressionskonstrukten 
zusammen mit einem Expressionskonstrukt fur tetR/VP16 (pUHD 
15-1) in KMST-6 Zellen durchgef iihrt . G-CSF- 
Expressionsniveaus von pAAC.GCSF (kein tet-Operator ) 
entsprachen in etwa dem Niveau, wenn entweder pUHD 15-1 
oder ein Kontrollplasmid (pSP65) kotransf iziert wurden, 
unabhangig von der An- oder Abwesenheit von Tetracyclin 
(tet) in dem Kulturmedium. Dies ist in der Tabelle 1 der 
Figur 4 gezeigt. Im Gegensatz dazu ergab die Koexpression 
von tetR/VP16 in Abwesenheit von Tetracyclin eine 3-4-fach 
hohere Expression von G-CSF von dem modif izierten fl-Aktin- 
Promotor in pflACP2.GCSF. Zugabe von 0,1 ng/ml Tetracyclin 
zu dem Kulturmedium oder Kotransf ektion von pSP65 anstelle 
von pUHD 15-1 reduzierte die GCSF-Expression von 
pJ3ACP2.GCSF auf ein Niveau, das vergleichbar ist mit 
pfiAC.GCSF. Der tetR/VP16 induzierte tetO modif izierte B- 
Aktin-Promotor war auch starker als der voll induzierte 
minimale tetO-Promotor PCMV*-1- Dieses Konstrukt entspricht 
ptetOtata.GCSF, dargestellt in Figur 1 A. Die Ergebnisse 
bestatigen die Funktion der tetO-Sequenzen innerhalb des fl- 
Aktin-Promotors und zeigen deutlich die Fahigkeit des 
tetR/VP15-Systems der transkriptionellen Regulation in den 
erf indungsgemafi verwendeten Zellinien, Alle diese 
Promotoren flihrten jedoch zu einer deutlich geringeren 
Expression verglichen mit dem starken Immediate-Early-CMV- 
Promotor in pCMV.GCSF. In Balb3T3-Zellen wurden 
entsprechende Ergebnisse erhalten. 
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Beispiel 5 

Nachdera eine optimale Promotoranordnung festgestellt wurde, 
wurden dicistronische Express ionsplasmide fiir die 
gleichzeitige Expression eines therapeutischen Gens und 
tetR/VP16 konstruiert . Das Translation-Initiations-Kodon 
der tetR/VP16 cDNA wurde fusioniert an das 11. ATG Kodon 
von EMCV in einem zweischrittigen PCR-Verf ahren und die 
erhaltene lRES-tetR/VP16-Sequenz wurde eingesetzt 
stromabwarts von der G-CSF cDNA in pfiAC.GCSF, pAACP2.GCSF 
und ptetOtata.GCSF. Dies ist in Figur 2 dargestellt. 

Beispiel 6 

Der dicistronische Vektor wurde verglichen mit dem 
monocistronischen G-CSF-Expressionsplasmid in transienten 
Expressionsexperimenten in KMST-6 Zellen. Um dieses 
Experiment zu standardisieren in bezug auf den Unterschied 
in der Grofie des Express ionsvektors wurde pCMV.GCSF und 
pfiAC.GCSF mit geeigneten Mengen von pSP65 gemischt, um 
equimolare Verhaltnisse des Express ionsvektors innerhalb 
der 2 ng DNA auf rechtzuerhalten, die fiir 
Standardtransfektionskomplexe verwendet wurden. In diesem 
normalisierten Experiment war der CMV-Promotor etwa dreimal 
starker als der Wildtyp fl-Actin-Promotor . Dies ist in der 
Tabelle 2 von Figur 5 gezeigt. Die Feedback- 
Transkriptionsaktivator-Anordnung mit dem tetO- 

modifizierten fi-Actin-Promotor (p!3ACP2 .GCSF. iresTTA) fiihrte 
zu sogar hoheren Expressionsniveaus verglichen mit dem 
starken CMV-Promotor . Im Gegeasatz zu den 

Kotransf ektionsexperimenten mit monocistronischen Vektoren 
(Tabelle 1) wurde die Transkription von pf3ACP2 . GCSF . iresTTA 
nur teilweise inhibiert durch die Zugabe von Tetracyclic 

Zusatzlich zu der transienten Expression wurden auch die 
Expressionsniveaus des Feedback aktivi&renden Vektors nach 
Integration in das zellulare Genom untersucht. Balb3T3- 
Zellen wurden kotrans f iziert mit einem der dicistronischen 
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Plasmide und placOSTHNeo. Individuelle Neomycin-resistente 
Kolonien wurden isoliert und expandiert und definierte 
Uberstande wurden auf die Produktion von G-CSF untersucht. 
Dies ist in Tabelle 3 von Figur 6 gezeigt. Das tetO - ires- 
tetR/VP16 Arrangement fiihrte zu einer mittleren dreifachen 
Erhohung der G-CSF-Produktion verglichen mit dem 
konventionellen B-Actin-Promotor (p<0 f 001). Diese Erhohung 
wurde teilweise inhibiert durch Tetracyclic wenn dieses 
wahrend der Subkultivierung der Zellen fur die Sammlung der 
definierten Uberstande vorhanden war. Die Koexpression von 
tetR/VP16 von einem Wildtyp B-Actin-Promotor 

(pBAC.GCSF. iresTTA) fiihrte zu einer voriibergehenden, aber 
auch variablen Expression, die statistisch unterschiedlich 
war von pBACP2 . GCSF . iresTTA (p<0,01) und pBAC.GCSF (p<0,05) 
unhabhangig von der An- oder Abwesenheit von Tetracyclic 
Die starkste Produktion von G-CSF wurde in einem 
pBACP2 .GCSF. iresTTA- trans fizierten KMST-6 Klon gemessen und 
belief sich auf 2,4 G-CSF per 10 6 Zellen in 24 Stunden. 

Beispiel 7 

Zusatzlich zu diesen konstitutiv aktiven Promotoren wurde 
ein analoges Expressionsplasmid basierend auf dem minimalen 
tetR/PV16-induzierbaren Promotor untersucht 

( ptetOtata. GCSF . iresTTA) (gezeigt in Figur 2). In stabilen 
Trans fektionsexperimenten mit beiden Zellinien wurde eine 
durchschnittliche Produktion von G-CSF in Abwesenheit von 
Tetracyclin gefunden, und zwar mehr als zwei 
GroBenordnungen unter dem Feedback-Konstrukt mit dem 
modif izierten B-Actin-Promotor . Dies ist in Tabelle 3 
gezeigt. Die Transgenexpression war also hochvariabel 
zwischen individuellen, mit ptetOtata . GCSF . iresTTA 
transf izierten Klonen. 

Urn das voile regulatorische Potential von Tetracyclin fur 
die G-CSF-Expression von pBACP2 . GCSF . iresTTA und 
ptetOtata. GCSF. iresTTA zu untersuchen, wurden die "On-Off"- 
und M 0f f-On"-Kinetiken studiert in reprasentativen Balb3T3- 
Klonen mit einer hohen Produktion von G-CSF fur das 
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entsprechende Plasmid. Dies ist in Figur 3 dargestellt. In 
beiden Fallen wurden maximale und minimaie 
Expressionsniveaus fiinf Tage nach Entfernung oder Zugabe 
von Tetracyclin erhalten. Wahrend das minimaie 
Promotorplasmid die Regulation von G-CSF um den Faktor fiinf 
ermoglichte, konnte der modif izierte fi-Actin-Promotor nur 
um ungefahr 4 0 % reprimiert werden. 

Beispiel 8 

Nachweis der langerfristigen Expression 

Um zu belegen, dafl durch die erf indungsgemaflen 
Nucleinsaurekonstrukte eine langerf ristige Expression eines 
Transgens in vivo ermoglicht wird, wurden die beiden 
Vektoren pJ3ACP2 tetO . GCSF . irestTA ( erf indungsgemafi ) und 
pflAC.GCSF (Vergleich) miteinander verglichen. 

Es wurden Mause Balb3T3 -Zellen entweder mit dem 
erfindungsgemafien Expressionsvektor pfiACF2tetO - GCSF . irestTA 
oder mit dem Vergleichsvektor pBAC.GCSF (ohne 
Bindungsstelle fiir einen Transkriptionsf aktor und ohne Gen 
kodierend fiir einen Transkriptionsf aktor ) , jeweils in 
Kombination mit einem Expressionskonstrukt fiir Neomycin 
Phosphotransferase durch kationische Lipofektion 
transf iziert . Stabil transf izierte Klone wurden durch 
Selektion mit G418 isoliert und anschlieBend expandiert . 
Jeweils ein Balb3T3-Klon jedes Plasmids wurde fur in vivo- 
Experimente ausgewahlt . 

Der mit pfiACP2tet . GCSF . irestTA transf izierte Balb3T3-Klon 
produziert als therapeutisches Genprodukt ca. l f 2 ^g 
rekombinantes humanes G-CSF pro 24 h und 10 6 Zellen. Der 
mit dem Vergleichskonstrukt (pBAC.GCSF) transf izierte 
Balb3T3-Klon produziert etwa 0.25 kig rekombinantes humanes 
G-CSF pro 24 h und 10 6 Zellen. 

Von jedem der beiden Klone wurden 5xl0 6 Zellen Mausen vom 
SCID-Typ subkutan in j iziert. Pro Plasmid bzw. Klon wurden 
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jeweils 3 Mause eingesetzt. Als Mart fur die Expression der 
therapeutischen Gene wurde anschliefiend die Leukozytenzahl 
der Mause im Verlauf bestinunt. 

Wie in Figur 7 dargestellt , fiihrt der Einsatz des 
erfindungsgemaflen Nukleinsaurekonstrukts 
pflACP2tetO.GCSF . irestTA zu einem deut lichen und dauerhaften 
Anstieg der Leukozyten, wahrend die Verwendung des 
Vergleichsvektors pflAC . GCSF . irestTA nur zu einem minimalen 
und voriibergehenden Anstieg der Leukozyten fiihrte. 
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Patentanspriiche 



1) Nucleinsaurekonstrukt, das zur Expression eines 
Fremdgens in einer Wirtszelle geeignet ist, dadurch 
gekennzeichnet , da/5 es folgende Koinponenten aufweist: 

(a) wenigstens einen Teil eines Promotors, der einem 
wirtsverwandten, konstitutiv aktiven Promotor 
entspricht , 

(b) wenigstens eine Bindungsstelle fiir einen Transkrip- 
tionsf aktor , 



(c) wenigstens ein Transgen und 

(d) wenigstens ein Gen kodierend fiir einen Transkriptions- 
faktor, der an die Bindungsstelle fiir einen Trans- 
kriptionsf aktor (b) binden kann. 

2) Nucleinsaurekonstrukt nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das Gen kodierend fiir einen 
Transkriptionsf aktor (d) ausgewahlt ist unter dein GATA-1 
Transkriptionsfaktor und dem Transkriptionsf aktor HNF3 . 

3) Nucleinsaurekonstrukt nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dart es sich bei der Bindungsstelle fiir 
einen Transkriptionsfaktor (b) urn die Bindungsstelle fiir 
einen Repressor handelt und, dafl es sich bei dem Gen 
kodierend fiir den Transkriptionsfaktor (d) urn ein chimares 
Gen kodierend fiir einen Repressor handelt, der an die 
Bindungsstelle fiir einen Repressor (b) binden kann, 
fusioniert mit wenigstens einem Teil eines 
Transaktivierungsf aktors . 
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4) Nucleinsaurekonstrukt gemafi Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Bindungsstelle fur einen Repressor 
(b) der tet-Operator ist. 

5) Nucleinsaurekonstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 
4, dadurch gekennzeichnet, dafl die Bindungsstelle fur den 
Transkriptionsf aktor (b) mehrmals in tandemartiger 
Anordnung vorhanden ist. 

6) Nucleinsaurekonstrukt nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi zwischen dem 
Transgen (c) und dem Gen kodierend fiir den 
Transkriptionsf aktor (d) eine Internal Ribosome Entry 
Sequence (IRES) angeordnet ist. 

7) Nucleinsaurekonstrukt nach Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet, dafl es sich bei der Internal Ribosome Entry 
Sequence urn die IRES des Encephalomyocarditis-Virus 
handelt . 

8) Nucleinsaurekonstrukt nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dart es sich bei dem 
wirtszellverwandten, konstitutiv aktiven Promotor (a) urn 
den menschlichen fl-Actinpromotor handelt. 

9) Nucleinsaurekonstrukt nach einem der Anspriiche 3 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, dafl der Teil des chimaren Gens 
(d), der fiir einen Repressor kodiert, der an die 
Bindungsstelle (b) binden kann, der Tetracyclinrepressor 
des Transposon 10 von E.coli ist. 

10) Nucleinsaurekonstrukt nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Teil des chimaren Gens, der fiir 
einen Transaktivierungsf aktor kodiert, das VP16-Protein des 
Herpes Simplex Virus ist. 

11) Nucleinsaurekonstrukt nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl die einzelnen 
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Koraponenten (a), (b), (c) und (d) in 5'- zu 3'-Richtung 
angeordnet sind. 

12) Nucleinsaurekonstrukt nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , daJ3 es sich um einen 
Vektor handelt. 

13) Nucleinsaurekonstrukt nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es sich um einen Plasmidvektor handelt. 

14) Verwendung eines Nucleinsaurekonstrukts nach einem der 
Anspriiche 1-13 zur Transformation einer eukaryotischen 
Wirtszelle . 
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